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Abstrakt
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Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
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Studentka: Katefina Novotna
Skolitelka: doc. PharmDr. Martina Ce¢kova, Ph.D.
Nazev diplomové prace: Interakce gilteritinibu s transportéry OCT1 a OCT2; vztah ke

konvenéni terapii akutni myeloidni leukémie.

Gilteritinib se fadi mezi relativné nové schvélena léciva ze skupiny FTL3
inhibitoril a je vyuZzivan primdrné v 1é¢bé relapsu ¢i refrakterni akutni myeloidni leukémie
a prokdzanou mutaci FMS-like tyrosine kinase 3 (FLT3) receptoru. V ramci této
diplomové prace byla zkouména jeho schopnost interagovat s SCL membranovymi
transportnimi proteiny, konkrétné s transportéry OCT1 a OCT2, které zajistuji prenos
endogennich latek a 1é¢iv do bunck organt klicovych pro eliminaci (jatra, ledviny), ale
také do nadorovych bunck. Na zaklad¢ toho jsme chtéli otestovat potencialni interakci
gilteritinibu s 1éCivy standardné vyuZivanymi v terapiit AML (daunorubicin a

mitoxantron).

Prvni jsme provedli akumulacni studii na MDCKII bunécné linii transfekované
pro expresi OCT1 a OCT2, abychom vyhodnotili, zda je gilteritinib je moZnym
inhibitorem téchto transportéri a bude tak mit vliv na rozdilnou miru akumulace
daunorubicinu a mitoxantronu. Nasledn€ byla provedena studie transportu gilteritinibu
pfes monovrstvu MDCKII-OCT1 a MDCKII-OCT2 bunék v porovnani s MDCKII

kontrolnimi buiikami k otestovani gilteritinibu jako moZného substratu OCT transportéri.

Ze ziskanych dat vyplyva, Ze gilteritinib ma schopnost inhibovat transport
daunorubicinu zprostiedkovany skrze OCT1 v MDCKII-OCT1 bunééné linie. Tento efekt
nebyl zaznamenan ani u kontrolni bunééné linie, ani u MDCKII-OCT2 bunék. Dale jsme
sledovali bazolateralné-apikalni transport gilteritinibu ptes monovrstvu MDCKII-OCT1
a MDCKII-OCT2 bunék v porovnani s MDCKII kontrolni linii bun¢k. V pfitomnosti

inhibitoru doSlo obou bunécnych linii ke snizeni transportu gilteritinibu na uroven



MDCKII kontrolnich bunék, coz naznaluje, Ze gilteritinib je substratem obou
studovanych OCT transportéri.

Vysledky této prace naznacuji, ze gilteritinib ma sklon k interakcim na bazi OCT1
1é¢ivy. To vede k hypotéze, ze by mohlo pii kombinované terapii AML pomoci
daunorubicinu a gilteritinibu dojit ke snizeni dostupnosti 1é¢iv pro leukemické bunky, a

tim ke snizeni u¢inku terapie. Tato hypotéza by méla byt dale ovétena.
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relation to conventional therapy of acute myeloid leukemia.

Gilteritinib is one of the recently approved drugs which is primarily used in the
treatment of relapsed/refractory acute myeloid leukemia (AML) with mutated FMS-like
tyrosine kinase 3 (FLT3) receptor. In this project, gilteritinib was investigated in terms of
its ability to interact with solute carrier (SLC) membrane transporters, namely with OCT1
and OCT2. These membrane proteins play a role in uptake of endogenous compounds
and also drugs into the cells of main elimination organs (liver, kidney), but also to cancer
cells. In particular, we wanted to examine potential interaction with daunorubicin and

mitoxantrone, drugs traditionally used in AML therapy.

First, we performed accumulation study and evaluated, whether gilteritinib is
potential inhibitor of OCT1 and OCT2 studying differential uptake of daunorubicin and
mitoxantrone into MDCKII-OCT1 and MDCKII-OCT?2 cells based on OCT1 and OCT2
inhibition by gilteritinib. Secondly, the study evaluating the transfer of gilteritinib across
the monolayers of MDCKII-OCT1 and control MDCKII-VK cell lines was conducted to

test gilteritinib as a potential substrate of this transporter.

The obtained data showed that gilteritinib has ability to inhibit the OCTI-
mediated transport of daunorubicin into the MDCKII-OCT]1 cells. This effect was not
observed neither in control cell line, nor MDCKII-OCT?2 cells. We further observed
enhanced basolateral-to-apical transport of gilteritinib across monolayers of MDCKII-
OCT1 and MDCKII-OCT2 cells compared to MDCKII-VK cells. This difference was
abolished in the presence of OCT1 inhibitor, suggesting that gilteritinib is a substrate of
OCTI.



Results obtained in our study indicate that gilteritinib might be prone to OCT]1-
mediated pharmacokinetic drug-drug interactions. The hypothesis that combinatory
treatment of AML with gilteritinib and daunorubicin could result in decreasing
availability of the drugs to the leukemia cells leading to lower efficacy of the treatment

should be verified.
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1. SEZNAM ZKRATEK
ABC ATP-vazajici transportéry (z angl. ,,ATP-binding cassette*)

ABCBI1/MDRI1 P-glykoprotein

ABCCI1/MRP1 multidrug-resistance protein 1

ABCG2/BCRP breast cancer resistance protein

ALT alaninaminotransferaza

AML akutni myeloidni leukémie

AST aspartataminotransferaza

ATP adenosintrifosfat

DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium

EMA Evropska 1€ékova agentura

FBS fetalni bovinni sérum

FDA Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv

FLT3 tyrozinkinazovy receptor ( z angl. ,,Fms-like tyrosine kinase 3°)
FLT3-ITD interni tandemova duplikace FLT3

FLT3-TKD bodovéa mutace FLT3

HL-60 lidska leukemicka buné¢na linie HL-60

MATE multidrug and toxin extrusion transportér

MDCKII bunécna linie Madin-Darby canine kidney 11

OAT organic anion transporter, transportér organickych aniont
OCT organic cation transporter, transportér organickych kationti
OCTN organic cation/carnitine transporter novel

PBS fosfatovy pufr

SLC solute carrier



2. Uvop

Nadorova onemocnéni jsou v Ceské republice i globalné druhou nejéast&jsi
piic¢inou umrtnosti. V Ceské republice roéné umira na nadorova onemocnéni vice nez 27
tisic osob, coz predstavuje 23 % z celkové timrtnosti (UZIS 2021). Podle Svétové
zdravotnické organizace je 1 z 6 umrti zpisobeno nadorovym onemocnénim (WHO
2021). I ptesto, ze akutni leukémie tvoifi celkové méné nez 3 % diagnostikovanych
nadorovych onemocnéni, jsou tyto maligni novotvary zodpoveédné za vysoké ¢islo tmrti

souvisejicich s nadorovymi onemocnénimi. Akutni myeloidni leukémie (AML) se

fvwr

(Deschler 2008).

Za standard 1é¢by AML je uz od 70. let 20. stoleti povazovan rezim induk¢ni terapie
,7+3¢, ktery spociva v kombinaci 7denniho uzivani cytarabinu a 3denniho podavani
antracyklinli, nejcastéji daunorubicinu. Tato terapie v dlouhodobém métitku vede
k celkovému preziti zhruba u 30 % pacientli, mnohem horSich vysledki terapie je
dosahovano u pacientt starSich 65 let. Zatimco u pacientti mladsich 50 let je dosahovano
pétiletého preziti u 40-50 % pacienttll, u starSich osob je tomu tak pouze u 5 - 10 %.
Vzhledem k tomu, Ze median véku pii diagnostikovani AML je 68 let, nejsou tato ¢isla
velmi uspokojiva. Spatnou progndzu onemocnéni neovliviiuje pouze vék, ale i celkovy
télesny stav pacienta a genetické a molekularni abnormality (Deschler 2008, Abuelgasim

et al. 2020, Kantarjian et al. 2021)

Za posledni dekady doSlo k velkému pokroku v identifikaci molekularnich a
cytogenetickych abnormalit, coz ukazalo, jak heterogenni AML je a dalo podklad
k vyvoji cilené protinddorové terapie (Pelcovits et al. 2020, Kantarjian et al. 2021).
Zhruba 65 % noveé diagnostikovanych pacienti vykazuje abnormalni karyotyp
s vyskytem genetickych mutaci, s vy$Sim v€kem se toto riziko zvétSuje (Abuelgasim et
al. 2020). Tyto cytogenetick¢é abnormality jsou dllezitym ukazatelem progndzy
onemocnéni v kratkodobém i dlouhodobém méftitku. Na jejich zdklad€ je AML rozdélena
dle ELN stratifikace na tfi skupiny s pfiznivym, intermedidlnim ¢i nepfiznivym
prognostickym rizikem (Dohner et al. 2017). Jednou z nej¢astéjSich genetickych mutaci
u AML ovlivitujici prognézu onemocnéni i celkové preziti je mutace genu Fms-like

tyrosine kinase 3 (FLT3), kterda se vyskytuje zhruba u 30 % pacientii trpicich AML



(Deschler 2008, Pemmaraju et al. 2011). Zejména u pacienti s FLT3-ITD mutaci je vetsi

riziko relapsu a nizsi pravdépodobnost dosdhnuti kompletni remise (Antar et al. 2020).

Na zaklad¢ zjisténi, jak vyznamnou roli hraje vyskyt FLT3 mutace v celkové
progndze onemocnéni, se stal mutovany FLT3 receptor atraktivnim cilem a predmétem
studii pro cilenou protinddorovou terapii (Short et al. 2019, Smith 2019). V poslednich
letech se objevila 1é¢iva ze skupiny tyrosin kindzovych inhibitort cilici na FLT3. Lisi se
pfitom farmakokinetickymi parametry, riznou selektivitou k tyrozin kindzdm a riznym
profilem toxicity. Prvni generace FLT3 inhibitori zahrnuje méné selektivni
multikinazové inhibitory, s ¢im je spojena i vEtsi toxicita terapie (Short et al. 2019, Antar
et al. 2020). Midostaurin, lé¢ivo prvni generace téchto tyrosin kindzovych inhibitort, byl
v dubnu 2017 schvalen americkou lékovou regulacni agenturou U.S. Food and Drug
Administration (FDA) jako jedno z 1éCiv prvni linie u pacientd trpicich AML s FLT3
mutaci v kombinaci s indukéni chemoterapii (Short et al. 2019). V navaznosti na to
schvalila FDA v listopadu 2018 zastupce druhé generace, gilteritinib, jako prvni 1é¢ivo
pro uziti v monoterapii u nové diagnostikovanych pacientl s relabovanou ¢i refrakterni
AML s FLT3 mutaci (Perl 2019). Gilteritinib prokazal ve studii ADMIRAL delsi celkové
preziti a vyssi odezvu na 1é€bu u pacientd s relabovanou ¢i refrakterni AML s FLT3
mutaci, nez tomu bylo u standardni terapie (Zhao et al. 2019). Diky slibnym vysledkiim
v dosazeni kompletni remise a celkového pfeZiti u pacientli s relabovanou/refrakterni
AML s FLT3 mutaci si FLT3 inhibitory pomalu ziskavaji své misto ve standardni terapii

(Perl 2019).

Solute carrier (SLC) transportéry formuji velkou skupinu membranovych proteint
ucastnicich se transmembranového pienosu Sirokého spektra endogennich substrati a
klinicky dulezitych 1éCiv. Nekterd protinddorova 1éCiva pocinajici inhibitory
topoisomerazy a interkala¢nimi 1éCivy az po 1€€iva cilené protinadorové terapie, jako
napiiklad inhibitory tyrosin kindzy, jsou pfenaseny pravé pomoci SLC transportéra. Tyto
jsou exprimovany v kli¢ovych tkanich dilezitych pro absorpci, distribuci, metabolismus
a eliminaci 1€¢iv, ale zaroven také mohou byt lokalizovany v nddorovych burkach, kde
by jejich ovlivnénim mohlo dochéazet ke zméné intracelularni akumulace 1é¢iva potiebné

k ucinku terapie nebo ke vzniku 1ékovych interakei (Brecht et al. 2020).



Tato prace je zamétena na vyhodnoceni potencialni interakce gilteritinibu s dal$imi
protinddorovymi latkami, pouzivanymi ve standardni induk¢éni terapii AML
(daunorubicin a mitoxantron) zprostfedkované SLC membranovymi pfenaSeci, primarné
transportéry pro organické kationty OCT1 a OCT2. V experimentalni Casti byl gilteritinib
otestovan jako mozny inhibitor i substrat téchto prenasect. Vysledky této prace nastinuji
mozné riziko vzniku 1ékové interakce mezi protinddorovymi lé¢ivy vyuzivanymi v terapii

AML.



3. TEORETICKA CAST
3.1 Akutni myeloidni leukémie a jeji 1é¢ba
3.1.1 Charakteristika onemocnéni

Akutni myeloidni leukémie (AML) je nadorové onemocnéni hematopoetickych
bunék, které vznika maligni transformaci kmenové hematopoetické buniky diferencujici
se v blasty. Pro buiikky AML je typické ukonceni diferenciace na této urovni. Je to
nejcastéji se vyskytujici forma akutnich leukémii dospélych a zahrnuje riiznorodé formy
malignich onemocnéni krvetvorby. Konkrétné jsou pticinou AML velké chromozomalni
translokace a mutace v genech, podilejicich se na hematopoetické proliferaci a
diferenciaci bunék, coz vede k poruse autoregulacnich mechanismi a k akumulaci Spatné
diferencovanych myeloidnich buné€k v kostni dfeni. Néasledkem zvySovéni leukemickych
blastli v kostni dfeni je utlacovéana fyziologickd krvetvorba a dochazi ke snizeni poctu
vSech normdlnich krvinek v periferni krvi. S tim souvisi klinické ptiznaky onemocnéni,
které se projevi na zdkladé nedostatku funkcénich krvinek v cirkulaci. Mezi
charakteristické projevy AML patfi malatnost, inava a pocit vyCerpani na zikladé
nedostatku erytrocytil (anémie). Déle se mezi ptiznaky fadi krvaceni, hematomy c¢i
epistaxe jako disledek trombocytopenie a v neposledni fadé také dochazi ke zvySené
¢etnosti infekei z diivodu insuficience imunitni obrany v disledku neutropenie (Adam

2008, Salek 2012).

Etiologie onemocnéni neni zcela objasnéna, ale predpoklada se, Ze predispozi¢nimi
faktory ke vzniku AML mohou byt vrozena hematologickd onemocnéni nebo piedchozi
terapie alkyla¢nimi cytostatiky (napf. cisplatina) ¢i blokatory topoisomerazy Il (etoposid,
lenitosid), popfipadé radiaénim zafenim. Vznik AML mohou indukovat také
kancerogenni chemikalie, mezi které fadime napiiklad benzen, herbicidy, pesticidy ¢i
tricyklické uhlovodiky. Zvysené riziko vzniku onemocnéni je také spojeno s riznymi
chorobami, naptiklad s Fanconiho anémii, Downovym syndromem ¢i Klinefelterovym
syndromem. I pies vySe zminéné predispozicni faktory, ve vétSiné pripadi dojde ke

vzniku onemocnéni de novo (Adam 2008, De Kouchkovsky and Abdul-Hay 2016).

Jelikoz je akutni myeloidni leukémie vysoce heterogenni onemocnéni, ptipady

mohou byt rozdéleny do skupin s pfiznivym, stfedné pokrocilym a nepiiznivym



prognostickym rizikem na zéklad¢ jejich cytogenetického profilu. Prognéza v téchto

jednotlivych kategoriich se zna¢né 1i8i (Adam 2008, De Kouchkovsky et al. 2016).

Pritomnost genetickych mutaci je pro odhad prognézy klicova, dtlezitou roli déle
hraji klinické a demografické faktory (komorbidity, vék, predchozi protinadorova 1écba),
které zhorSuji toleranci chemoterapie, respektive zvysuji pravdépodobnost rezistence
k chemoterapii a maji zasadni vyznam pro predikci rizika relapsu a celkového preziti
(Doubek 2020). V soucasné dobé je ke klasifikaci AML vyuzivana ELN stratifikace
zaloZena na cytogenetickych a molekularné biologickych nalezech (Obrazek 1) (Dohner

etal. 2017).

Rizikova skupina Genetické abnormality

Prizniva t(8:21)(q22:q22): RUNXI-RUNXITI
inv(16)(pl3.1q22) nebo t(16:16)(pl3.1:q22). CBFB-MYH1!
mutovany NPMI bez FLT3-ITD nebo s FLT3-ITD"" (mutované FLT3-
ITD/wildtype < 0.5)
bialelicka mutace CEBPA

Stiedni mutovany NPMI s FLT3-ITD¥# (mutované FLT3-ITD/wildtype > 0.5)
nemutovany NPM/ bez FLT3-ITD nebo s FLT3-ITD" (mutované FLT3-
ITD/wildtype <0.5): bez negativnich cytogenetickych abnormalit
t(9:11)(p22:q23): MLLT3-KMT2A4
cytogenetické abnormality neklasifikované jako piiznivé nebo nepiiznivé

Neprizniva inv(3)(q21q26.2) nebo 1(3:3)(q21:q26.2): GAT42, MECOM(EVII)

1(6:9)(p23:q34): DEK-NUP214
t(v:11)(v:q23); KMT2A4 piestavba
t(9:22)(q34:q11). BCR-4BL1I
-5 nebo del(5q): -7: -17/abn(17p)
komplexni karyotyp. monozomalni karyotyp
nemutovany NPMI a FLT3-ITD"" (mutované FLT3-ITD/wildtype > 0.5)
mutovany RUNX]; bez piiznivych genetickych abnormalit
mutovany ASYZ I; bez piiznivych genetickych abnormalit

mutovany 7P53

Obrazek 1: ELN stratifikace AML. Zpracovano dle: (Dohner et al. 2017)

Jak bylo vySe zminéno, AML lze na zdklad¢€ diagnostiky cytogenetického profilu
rozdélit do tfi skupin podle piiznivych, stfednich ¢i neptiznivych cytogenetickych nalezi,
z ¢ehoz je mozné urcit prognostické riziko onemocnéni a zdroven stanovit strategii 1¢€cby.
Skupina pacientii s intermedidlnim cytogenetickym rizikem je pomérné heterogenni.
Zahrnuje pacienty s normalnim karyotypem, ale 1 pacienty se zménami karyotypu, které
nelze zaradit do zbylych dvou skupin. Pomoci molekuldrné genetickych vysetfeni je
mozné u téchto pacientl identifikovat mutace, zejména mutace geni FLT3, NPMI1 a
CEPBA, kter¢ maji dopad na prognézu onemocnéni. DalSimi faktory ovlivitujicimi

prognozu a které je tfeba pii planovani 1écebné strategie u AML brat v Givahu, jsou vék
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pacienta, jeho télesnd kondice, dalsi komorbidity, ptipadné predchozi onkologicka 1écba.
U pacientd s vyssim vékem se vyskytuji casto i dal§i zdvaznd onemocnéni a ve vysSim
procentu jsou v dobé diagnozy AML ve Spatném celkovém stavu, coz vede k horsi
toleranci intenzivni chemoterapie a nasledné¢ pak i vyssi mortalité¢ (Karas 2011, De

Kouchkovsky and Abdul-Hay 2016, Janeckova et al. 2016).

Terapie akutni myeloidni leukémie je typicky rozlozena do dvou fazi. Prvni faze
zahrnuje indukéni 1€Cbu, jejiz cilem je navodit kompletni remisi onemocnéni. Kompletni
remisi je minén vyrazny ubytek pocCtu nadorovych bunék a obnova normalni
hematopoézy. Aby se po dosazeni kompletni remise docililo dlouhotrvajici remise
choroby, nasleduje po induk¢ni fazi 1écba konsolidacni, kterd méa za cil eradikovat
residudlni leukemické buniky. Ta sestava z 3-4 cykll konsolidacni terapie, poptipadé z 1-
2 cykla terapie nasledované alogenni transplantaci kostni dfen¢ nebo transplantaci
kmenovych krvetvornych bunék ziskanych z periferni krve. Volba terapie po dosazeni
kompletni remise zavisi na cytogenetickém a molekularnim profilu onemocnéni (Adam

2008, De Kouchkovsky and Abdul-Hay 2016, Doubek 2020).

3.1.2 Standardni terapie - antracykliny a strukturné podobné litky

v 1écbé AML (daunorubicin, mitoxantron)

Standardni 1é¢bou prvni volby v induk¢ni fazi terapie uz od 70. let minulého stoleti
zustava kombinace cytarabinu a antracyklint, vétSinou daunorubicinu. Pribéh indukéni
terapie se typicky sestava z rezimu '7+3', ktery zahrnuje 7 dni kontinualniho podavani
cytarabinu a nésleduji 3 dny, kdy se podavaji antracykliny. Tento reZim je vétSinou volen
u pacientl s intermedialni ¢i pfiznivou progndézou onemocnéni a vétSinou je to také
terapie volby u mladSich pacientt (do 60 let véku), jelikoZ se jedna o pomérné intenzivni
formu chemoterapie. U pacientl starSich 60 let je Casto dosahovéano horsich vysledkt uz
z diivodu ptidruzenych komorbidit a celkového horsiho stavu pacienta. DalSim faktorem
a davodem vys$si mortality je také celkova toxicita intenzivni chemoterapie a dale pak
1éEbou navozena myelosuprese, ktera je spojena s riziky rozvoje zavaznych infek¢énich

komplikaci (Karas 2011, De Kouchkovsky and Abdul-Hay 2016, Kantarjian et al. 2021).

Vybér spravného antracyklinového chemoterapeutika a jeho davky pro dosazeni

optimalnich vysledki terapie, tedy pro dosaZeni co nejlepSich vysledk kompletni remise
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je pfedmétem mnoha studii. Nejcastéji vyuzivany antracyklin v ramci indukéni terapie je
daunorubicin (Obrazek 2), misto ného je eventuelné volen idaurubicin. Oba vykazuji
zhruba stejné vysledky v rdmci dosazené kompletni remise po induk¢ni 1é¢bé a celkového
preziti. Pacienti mladsi 50 let s normalnim karyotypem mohou benefitovat z uzivani
vyssich davek daunorubicinu v terapii (tj. 90 mg/m?). Daunorubicin je v indukéni 1é¢bé
kombinovan v davkach mezi 30-60 mg/m? se 7denni kontinualni infuzi cytarabinu

v davce 100-200 mg/m? (De Kouchkovsky and Abdul-Hay 2016, Kantarjian et al. 2021).
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Obrazek 2: Chemickd struktura daunorubicinu. Prevzato z: (National Library of Medicine,
2021)

Predpoklada se, ze mechanismus u¢inku antracyklinti je multifaktorialni. Spociva
v interkalaci 1é¢iva mezi baze DNA a inhibici topoisomerdzy II, coZ zptisobi zlomy
v DNA a nasledn¢ tim zamezi replikaci DNA 1 syntéze RNA, coZ vede k buné¢né smrti.
Dal§im mechanismem pusobeni antracyklini je tvorba volnych radikald, které zapticini
lipidovou peroxidaci membrany zniceni jak zdravych, tak malignich bun€k (Bardal 2011,
Andreev et al. 2016).

U pacientil s nepfiznivym prognostickym rizikem je velkd Sance, Ze nedojde
k GspéSnému navozeni kompletni remise po absolvovani induk¢ni terapie kombinaci
daunorubicinu a cytarabinu. Okolo 40-60 % pacienti ve véku nad 60 let s AML
nedosdhne kompletni remise indukéni chemoterapii v klasickém rezimu podavani ,7+3¢,
nebo se jedna pouze o kratkodobé dosahnuti remise z diivodu Iékové rezistence. U téchto

pacientil stoji Casto za nepfiznivou progndézou pokroc¢ily vek, predchozi



myelodysplasticky syndrom, relabovana/refrakterni forma AML, neptiznivy molekularni

¢i cytogeneticky profil a dal§i komorbidity (Dohner et al. 2015).

Ve snaze dosdhnout lepSich vysledki kompletni remise po indukéni terapii zacal
byt uzivan mitoxantron (v ddvce 12 mg/m?), bud’ samostatné v kontinuélnich infuzich ¢i
v kombinaci s cytarabinem v klasickém rezimu induk¢ni terapie ,7+3°, poptipadé
v kombinaci s etoposidem. Mitoxantron (Obréazek 3) je synteticky antracendion, ktery byl
vyvijen primarné se snahou eliminovat vysokou kardiotoxicitu, kterd se u antracyklinti
vyskytuje. V roce 1987 byl schvalen FDA k 1écbé AML. Neprokazala se mensi toxicita
terapie mitoxantronem neZ tomu je u ostatnich antracyklinfi, avSak i tak je mitoxantron
v soucasné dob¢ povazovan za jedno z ucinnych 1é¢iv vyuzivanych v prvni linii zejména
u starSich osob pro terapii relapsu ¢i refrakterni AML. Dale je mitoxantron vyuzivan
v induk¢ni terapii tam, kde daunorubicin z diivodu rezistence leukemickych bunck v
terapii selhal, v ramci zachranné terapie u relabujici a refrakterni AML. Zaroven pii
pouziti mitoxantronu u pacientil, kteti nepodstoupi allogenni transplantaci kostni diené,
dochdzi k delsimu pfeziti a vys$$imu ucinku chemoterapie, nez tomu je u pouziti
daunorubicinu (Thomas et al. 1997, Mandelli et al. 2009, Larson et al. 2012, Doubek
2020).
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Obrazek 3: Chemickd struktura mitoxantronu. Prevzato z: (National Library of Medicine,
2021)



wvewr

Muize se projevit Casné€ po terapii antracykliny jako pokles systolické funkce a abnormalni
zmény na EKG, ale i chronicky v fadu nékolika let. Casna kardiotoxicita se Casté&ji
vyskytuje u starSich osob lécenych daunorubicinem. Jakmile se objevi kardiotoxické
ucinky pfi terapii, je tfeba terapii antracykliny prerusit. Chronickd kardiotoxicita je
kumulativni a zavisla na davce. Mlze se manifestovat jako méstnavé srdecni selhani a
nasledkem toho dochazi k vysoké mortalité. Snahou eliminovat tyto nezadouci ucinky je
omezeni davky antracyklini na 450-500 mg/m?, pouziti dexrazoxanu, ktery zabrafiuje
vzniku volnych radikald zpisobujicich myopatii, popiipadé aplikovani liposomalni
formy cytarabinu a daunorubicinu (5:1), ktera vykazuje mensi kardiotoxické ucinky.
Mitoxantron vzhledem ke své chemické struktuie nezpiisobuje vznik volnych radikald,
tim padem se u jeho pouziti neprojevuji takové kardiotoxické ucinky. Mezi dalsi
nezadouci ucinky antracyklinti se fadi alopecie, myelosuprese, mukositida, stomatitida a

jiné (Bardal 2011, Rayner 2014).

Postremisni 1é¢ba AML zahrnuje konsolida¢ni terapii, jejimZ ucelem je zniceni
minimalni rezidualni choroby a dosazeni dlouhotrvajici remise. Minimalni rezidudlni
chorobu lze stanovit bud’ casné po 1é€bé (indukéni, konsolidacni) k posouzeni stupné
remise a kinetiky 1é¢ebné odpovédi nebo po ukonceni 1écby k ptipadnému casnému
zachytu relapsu AML. K jejimu sledovani je nejcastéji vyuzivana multiparametricka
prutokova cytometrie a RT-qPCR k sledovani pfitomnych molekuldrnich markert

(Doubek 2020).

Za standard v konsolida¢ni terapii je povazovano podavani vysokych ¢i stfednich
davek cytarabinu (1000-3000 mg/m?) v monoterapii, popiipadé terapie kombinaci
cytarabinu a daunorubicinu, eventualné v kombinaci s gentuzumabem ¢i midostaurinem,
pokud byly vyuzity uz v indukéni terapii. Konsolida¢ni terapie v sobé zahrnuje 3-4 cykly
podavani chemoterapeutik, ptipadné pouze 2 cykly terapie u starS§ich nemocnych
zdivodu snaSenlivosti intenzity chemoterapie. V ur€itych piipadech zahrnuje
postremisni 1écba alogenni transplantaci. Ta se voli zejména tehdy, pokud riziko relapsu
bez provedeni alogenni transplantace je vyssi jak 35-40 % a nemocni jsou ve vysokém
molekuldrné-cytogenetickém riziku. V téchto piipadech je alogenni transplantace
prakticky jedinou kurativni moZnosti pro nemocné s primarné refrakterni chorobou

(Doubek 2020).
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3.1.3 Nova generace AML-IéCiv, gilteritinib a jeho charakteristika a
postaveni v terapii

Objasnéni heterogenity AML na molekuldrni, cytogenetické a klinické trovni
umoznilo nejenom lepsi odhad prognozy onemocnéni u jednotlivych pacientt, ale také
dalo zéklad pro vyvoj novych selektivnéjSich 1éCiv pro terapii AML, zaméfenych na
konkrétni molekuldrni abnormality (Kantarjian et al. 2021). Jenom od roku 2017 bylo
schvaleno 9 novych 1é¢iv pro vyuziti v terapii AML. Doslo ke schvéleni midostaurinu a
nasledné gilteritinibu, obou cilenych na FLT3, enzymového inhibitoru glasdegibu a
znovuschvaleni monoklonalni protilatky gemtuzumab ozogomycin cilené na CD33. FDA
dale nedavno schvdlila ivosidenib a enasidenib zaméfené na inhibici IDH1 a IDH2
(varianty isocitrat dehydrogenazy), venetoclaxu cileného na BCL-2 (DiNardo et al.

2020).

Tato protinadorova 1é¢iva nové generace cili na konkrétni genetické ¢i molekularni
abnormality. Jednou z nejcastéjSich genetickych mutaci objevujicich se u pacientl
s AML je mutace FLT3 receptoru, ktera je spojovéna se Spatnou progndézou onemocnéni
a vyskytuje se zhruba u 30 % pacientli diagnostikovanych pro AML. Vyskytuji se dva
typy FLT3-aktivujici mutace (obrazek 4): interni tandemova duplikace (FLT3-1TD), ktera
tvoti 25-30 % mutaci u AML a mén¢ Casté bodové mutace nebo delece v tyrosinkindzové
doméné (FLT3-TKD), vyskytujici se zhruba v 7 % potvrzenych mutaci (Pemmaraju et al.
2011, Wang 2019, Kiyoi et al. 2020). Interni tandemova duplikace vede k aktivaci FLT3-
receptoru, coz zpusobi proliferaci a preziti leukemickych blastii. U nositela této FLT3-
ITD mutace se castéji vyskytuje relaps onemocnéni, maji horsi 1é€ebnou odpoveéd’ na

zachrannou terapii a také kratsi celkové pteziti (Juliusson et al. 2020).

Prvni generace FLT3 inhibitorli zahrnuje sunitinib, midostaurin, lestaurtinib a

tandutinib, coZ jsou multikindzové inhibitory s niz8i afinitou k FLT3. Jsou relativné

vvvvv

FLT3 pozitivnich pacientll zejména midostaurin (Obrazek 4).
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Obrazek 4: FLT3 mutace. Na obrazku je zndzornéna lokalizace interni tandemové mutace
(FLT3-ITD) a bodové mutace (FLT3-TKD) v tyrosinkindzové doméné. Zaroveri je
znazornéen cileny targeting FLT3 inhibitoru prvni generace, midostaurinu (registrovan
v r. 2017 pod ndzvem RYDAPT®). Prevzato z: (Novartis Pharmaceuticals Corp, 2020)

Druha generace FLT3 inhibitord vykazuje vyssi specifitu k FLT3 a zaroven lepsi
toleranci lécby. Do druhé generace FLT3 inhibitort spadaji 1é¢iva sorafenib, crenolanib,
quizartinib a gilteritinib. Inkorporaci FLT3 inhibitori nové generace do prvni linie
intenzivni chemoterapie je dosahovdno vysoké odpovédi na 1é€bu. Navic je G€innost
FLT3 inhibitorti dale zkouména i v kombinaci s dal$imi cilenymi 1é¢ivy za ucelem
optimalizace jeho pouziti a terapeutickych reZzimt (Hassanein et al. 2016, Wang 2019,
Chew et al. 2020). V CR je aktualng z druhé generace FLT3 inhibitorti dostupny pro
AML terapii pouze gilteritinib (Obrazek 5), ktery byl schvalen Evropskou lékovou
agenturou (EMA) v fijnu 2019 pro lécbu relabované/refrakterni AML s FLT3 mutaci, 1
pro samostatné pouziti u pacientl relabovanou ¢i refrakterni AML, u kterych se vyskytuje
mutace FLT3 (James et al. 2020). Jedna se o vysoce selektivni 1é¢ivo z druhé generace
tyrosin kinazovych inhibitori, aktivni vii¢i obéma formadm FLT3 mutace, kterd se u AML
vyskytuje, a to jak va¢i FLT3-ITD mutaci, tak vaci FLT3-TDK. Zaroveinn byla u
gilteritinibu prokézana schopnost inhibovat AXL in vitro, coz je tyrosin kinazovy
receptor hrajici roli pfi preziti bun€k, apoptdze a chemorezistenci. Predpoklada se, Ze
tento receptor, ktery je ve velké mife exprimovan u ruznych typti nadorovych

onemocnéni, véetné AML, je potencidlnim divodem rezistence na terapii FLT3
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inhibitory, hlavné u midostaurinu a quizartinibu (McMahon et al. 2019, James et al.

2020).
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Obrazek 5: Chemicka struktura gilteritinibu. Prevzato z: (National Library of Medicine, 2021)

Lécba nemocnych s primarné rezistentni a relabujici AML neni standardizovana,
vzdy je tfeba zvazit, zda bude nemocny profitovat z dal$i intenzivni 1é¢by oproti riziku
komplikaci, které tato 1écba ptindsi. Gilteritinib prokdzal schopnost dosahnout lepSich
vysledkl z hlediska preziti u pacientd trpicich relabujici ¢i refrakterni AML s FLT3
mutaci oproti klasickému reZzimu chemoterapie. Vzhledem k jeho pfiznivému profilu
toxicity se gilteritinib stdva standardem 1écby v zadchranné monoterapii primarné
rezistentni ¢i relabované AML s FLT3 mutaci. V této indikaci je gilteritinib podavan
peroralné€ v davce 120 mg/den, pii nedostatecné odpovedi na 1écbu je mozné davku po 4
tydnech navysit na 200 mg/den. V soucasné dob¢ probihaji klinické studie s pouzitim
gilteritinibu v kombinaci klasickou chemoterapii a v kombinaci s ostatnimi 1é¢ivy, jako
jsou napiiklad venetoclax a azacitidin u pacientll, u kterych neni mozné pouzit standardni

formu induk¢éni terapie (McMahon and Perl 2019, Doubek 2020).

Nejcastéjsimi nezadoucimi projevy pii pouziti gilteritinibu v terapii jsou zvySeni
kreatinfosfokindzy = v krvi,  zvySeni  alaninaminotransferdzy = (ALT) a
aspartataminotransferazy (AST) a zvySeni alkalické fosfatazy v krvi. Mezi nezadouci
ucinky terapie dale patii priijem, unava, nauzea, zacpa, kasel, periferni otok, dyspnoe,
zavrat’, hypotenze, bolest v konceting, astenie, artralgie a myalgie (McMahon and Perl

2019).
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Limitem terapie inhibitory FLT3 je rezistence na jejich 1é€bu. Tato rezistence je
zpusobena vice mechanismy (bodové mutace, protektivni efekt pojivovych bunék kostni
drené, aj.). Oproti ostatnim FLT3 inhibitoriim byl gilteritinib vyvinut s cilem inhibovat
jak FLT3, tak AXL ve snaze piekonat rezistenci na FLT3 inhibitory. I tak ale zlstava
otazka vybéru nejvhodnéjsiho inhibitoru FLT3 z hlediska snizeni rizika vzniku rezistence

vyzvou budoucnosti (Chew et al. 2020).

3.2 Membranové transportéry, jejich rozdéleni a fyziologicka
role

Lipidovd membrana bungk je pro vétSinu latek kromé vody a nepolarnich sloucenin
nepropustna. Hydrofilni molekuly se mohou skrze lipidovou membranu dostat dvéma
zpisoby, aktivné a pasivné. Tento pfenos muze byt zprostfedkovan pomoci tii
mechanism (Obrazek 6): bud’ bez transportniho proteinu (prostou diftizi) nebo
facilitovanou difuzi skrze ptenaSeCovy protein, anebo pomoci dodani energie, tj.
primarnim ¢i sekundarnim aktivnim transportem za ucasti transportéru (Sahoo et al.,
2014). Pasivni transport umoziuje difuzi rozpusténych latek (glukoza, aminokyseliny,
mocovina) skrze membranu dle elektrochemického gradientu. Aktivni transport vyzaduje
pro ptenos latek proti elektrochemickému ¢i koncentraénimu gradientu dodate¢nou

energii (Alberts 2001, Hediger et al. 2013, Pollard et al. 2017).
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Obrazek 6: Transport latek pres bunécnou membrdanu. Na obrazku je zndzornen v levé casti A
transport latek pres membranu pomoci pasivni difize a facilitované difuze zprostredkované
prenasecem, oboji probihajici dle elektrochemického a koncentracniho gradientu. V éasti je
znazornén primadrné a sekundarné aktivni transport latek skrze membranu za ucasti transportérii.
Sekunddrné aktivni transportéry lze rozdélit na antiportery a symportery, podle toho, zda jsou
latky prenaseny pres membrdnu ve stejném sméru, popripadé ve sméru opacném. Prevzato z:
(Nicholls et al. 2016)
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Primarné aktivni transport pfimo vyuziva chemickou energii ve form¢ ATP
k pfenosu substratu skrze membranu proti jeho elektrochemickému gradientu. Tyto ATP-
vazajici (ABC; z anglického ATP-binding cassette) pfenaSece piedstavuji skupinu ABC
transportérti a iontové pumpy (ATPézy). Oproti tomu sekundarné aktivni transport paruje
volnou energii ziskanou diky elektrochemickému gradientu jedné latky k pfesunu druhé
latky pfes membranu proti jejimu elektrochemickému ¢i koncentraénimu gradientu

(Alberts 2001, Forrest et al. 2011, Hediger et al. 2013).

Membranové transportéry jsou zodpovédné za udrzovani homeostdzy na obou
stranach lipidové membrany a jsou dilezité pro pienos substratl esencidlnich pro
fyziologické fungovani buiky. Jejich funkce tedy zahrnuje import Zivin pro bunku a
eliminaci odpadnich produkti a Skodlivych latek ven z buiky (Linton 2007). Tyto
membranové prenaSece na sebe navazi specificky substrat a zméni svou konformaci tak,
aby mohly pfenést substrat na opac¢nou stranu membrany (Hediger et al. 2013, Pollard et

al. 2017).

Z hlediska transportu 1é€iv skrze lipidovou membranu dovnitt a ven z builky je
dalezité zminit dvé nadrodiny transportérii: ABC transportéry a SLC transportéry (solute
carriers). Tyto dvé nadrodiny zahrnuji pies 500 transportért, jejichz kodujici geny byly
identifikovany v lidském genomu (Nicholls et al. 2016). ABC transportéry funguji
prevazné jako effluxni transportéry, zatimco SLC transportéry jsou primarné€ zapojeny ve

vstfebani malych molekul do buniky (Lin et al. 2015).

Nadrodina ABC transportéri v sobé zahrnuje 7 rodin (ABCA-ABCG). ABC
transportéry jsou zodpovédné za prenos Siroké skupiny endogennich substratl mezi které
se fadi naptiklad konjugované Zlu¢ové soli, steroidni hormony, cholesterol a jiné. Mezi
klinicky relevantni ABC transportéry patii zejména P-glykoprotein (ABCB1, MDR1),
ABCC rodina s multidrug resistance-associated proteiny (MRPs, ABCCI1-ABCC6) a
ABCG rodina zahrnujici breast cancer resistant protein (BCRP, ABCG2) (Nicholls et al.
2016).

Solute carriers (SLC) transportéry jsou klasifikovany do 52 rtznych rodin.
Soucasné je znamo vice nez 300 SLC transportérti v lidském genomu. Zajist'uji naptiklad
vstiebani zivin a metabolitd véetné cukrl, aminokyselin, peptidii, anorganickych iont,
organickych aniontii a kationtd do buiky. Dale jsou zodpovédné za uvolnéni

neurotransmitert a absorpci, distribuci a exkreci 1é¢iv a jinych xenobiotik. Rodiny
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dalezité pro transport 1éCiv jsou predevsim SLCO, SLC22 a SLC47 (Lin et al. 2015,
Nicholls et al. 2016).

3.2.1 Role membranovych transportéri ve farmakokinetice 1éCiv

Typicka funkce nékterych humannich ABC transportér spociva v detoxifikaci a
ochrané¢ bun¢k pied xenobiotiky vypuzovanim téchto latek ven z bunky. Substraty ABC
transportérii z fad 1éCiv tvofi Sirokéd skupina strukturné odlisSnych molekul zahrnujici i
nékteré protinddorova latky. Pesto, Ze je identifikovdno vice ABC transportéra, které
mohou potencialné ovlivnit transport 1éCiv, tak nejvetsi roli v klinickém pouziti hraji tii
nejdulezit€j$i (Tabulka 1): P-glykoprotein (ABCBI1/MDR1), multidrug-resistance
protein 1 (ABCC1/ MRP1) a breast cancer resistance protein (ABCG2/ BCRP) (Tamaki
etal. 2011). Tyto transportéry (P-glykoprotein, BCRP a MRP1) jsou vysoce exprimovany
ve stfeve, jatrech a ledvinach, kde mohou limitovat biodostupnost, piipadné zvySovat
eliminaci podavanych 1é¢iv. Zejména P-glykoprotein a BCRP jsou také exprimovany v
citlivych tkanich, naptiklad v mozku, placenté a kmenovych builkdch, kde vykonavaji
funkci bariéry pro vstup nezddoucich latek (Linton 2007). Nasledkem téchto
protektivnich mechanismi mohou ABC transportéry ovliviiovat absorpci, distribuci,
metabolismus a exkreci 1é€iv (ADME), ale zaroven 1 jejich toxicitu (Szakacs et al. 2008).
Inhibice ABC transportérti ¢asto vede k farmakokinetickym zménam kvili interakci
1é¢iv, coz mize ovliviiovat u€innost 1 bezpecnost terapie (Chen et al. 2013, Robey et al.

2018).

K interakcim na membranovych pienasecich miize dochazet dvéma zplisoby, coz
zejména u pacientll s komplexni terapii miiZze predstavovat riziko pii podavani vice léciv
soucasné. Jednim z mechanismi vzniku 1ékové interakce je, kdyz lé¢ivo A inhibuje
transportér prenasejici 1€civo B, je tedy inhibitorem transportéru, coz ovlivni distribuci
1é¢iva B, které je substratem tohoto transportéru. Nebo naopak 1é¢ivo A indukuje expresi

urcitého transportéru, coz ovlivni distribuci vSech jeho substrati (Montanari et al. 2015).
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Transportér Lokalizace Substraty Inhibitory
ABCB1 stfevo, jatra, ledviny, digoxin, fexofenadin, cyklosporin,
(P-glykoprotein, HEB, placenta morfin, loperamid, verapamil,
MDR1) kortikoidy,cyklosporin, chinidin, ritonavir,
verapamil,doxorubicin, ketokonazol,
daunorubicin, kolchicin, itrakonazol
etoposid, metotrexat,
paklitaxel, mitoxantron
ABCC1 HEB, plice, srdce, doxorubicin, probenecid,
(MRP1) ledviny, krevni buriky, | daunorubicin. kolchicin, sulfinpyrazon,
jatra, stfevo, topotekan, metotrexat cyklosporin
placenta etoposid, vinkristin.
vinblastin, imatinib,
indinavir, ritonavir,
saquinavir ciprofloxacin
ABCG2 Stfevo, HEB, jatra, mitoxantron,doxorubicin, | cyklosporin, gefitinib,
(BCRP) placenta daunorubicin,metotrexat, imatinib, ritonavir
topotecan, etoposid,
imatinib, ciprofloxacin,
norfloxacin, ofloxacin,
rosuvastatin, lamivudin

Tabulka 1: Charakteristika klinicky nejvyznamnéjsich ABC transportérii. Adaptovano z: (Ni
etal. 2010, Choi et al. 2014)

Kdyz uvazujeme absorpci 1éCiv, je potfeba brat zietel na schopnost ABC
transportérii snizit biodostupnost 1é¢iv tim, Zze vypudi 1é¢ivo z intestindlni mukdzy do
lumen stfeva. Naptiklad P-glykoprotein (ABCB1) muZe limitovat biodostupnost
peroralné podavanych 1é€iv snizenim absorpci 1éCiv v gastrointestindlniho traktu. Stejné
tak mohou pisobit i ABCC2 a ABCG2. Vzhledem k mnohocetnym rolim P-
glykoproteinu a ostatnich transportérii a predpokladu 1é¢iva byt substratem ¢i inhibitorem
ABC transportért FDA a EMA doporucuje na zakladé navrhu International Transporter
Consortium testovat a posoudit pravdépodobnost interakce 1é¢iva s P-glykoproteinem a
BCRP (ABCG?2) (International Transporter Consortium et al. 2010, EMA 2012, FDA
2020). To je dulezit¢ zejména v predikci vzniku Iékovych interakci, jelikoz bylo
zaznamenano vice piipadi podédvani inhibitoru P-glykoproteinu soucasné s jeho
substratem, coz vedlo ke zvySeni hladin 1é¢iva v krevnim ob¢hu a naslednému projeveni

vaznych nezadoucich ucinki 1é¢iva (Calcagno et al. 2007, Montanari and Ecker 2015).

ABC transportéry mohou byt také ve zvySené mife exprimovany v nadorovych
bunkach, coz vede ke vzniku mnohocetné 1ékové rezistence a snizeni ucéinku

protinadorové terapie. Obzvlasté¢ P-glykoprotein (ABCB1), MRP1 (ABCCI1) a BCRP
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(ABCGQG?2) jsou limituji terapii nadortt vypuzovanim lé¢iv ven z buiiky (Choi and Yu

2014).

Kromé ABC transportérii ovlivitujici farmakokinetiku 1é¢iv je dtlezité zminit i SLC
transportéry, které vzhledem k tomu, Ze jsou exprimovany ve tkanich klicovych organt
pro absorpci, distribuci, metabolismus a eliminaci 1é¢iv. mohou do ovlivnéni
farmakokinetickych parametri 1éCiva z velké miry zasdhnout. Kromé toho byla exprese
SLC transportéra zjisSténa taktéz i u riznych typd nadorovych bunék (Samodelov et al.

2020).

Do podrodiny transportéri kodovanych geny SLC224 spadaji organic cation
transporters (OCT), konkrétné OCT1, OCT2 a OCT3 a dale organic cation/carnitine
transporter novel 1 a 2 (OCTN1, OCTN2). OCT1 a OCT2 transportéry (Tabulka 2) jsou
vzhledem k jejich primérnimu umisténi dtlezité z hlediska hepatalni a rendlni eliminace
mnoha 1é¢iv vyuzivanych v terapii (Samodelov et al. 2020). Zatimco OCTI1 je
exprimovan v nejveétsi mife v jatrech, kde zprostfedkovava vylu¢ovani endogennich
organickych kation a kationickych 1é¢iv, tak OCT2 je specificky pro ledviny, kde
zajiSt'uje renalni exkreci kladné nabitych endogennich molekul i 1é¢iv (Sutherland et al.
2020). Zaroven muze byt pomoci OCT transportérti ovlivnén vstup endogennich latek ¢i
1é¢iv dovniti buiky, coz je dualezité zminit z divodu jejich exprese v nadorovych
bunikach, kde tak vytvaii determinanty pro akumulaci 1éCiv uvniti téchto bunék
ovlivityjicich koncentraci protinddorovych 1é€iv potiebnou k tc€inku terapie (Koepsell

2015, Brecht et al. 2020).
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Transportér Lokalizace Substraty Inhibitory
OCT1 Jatra Metformin, cimetidin, chinidin, chinin,
(SLC22A1) (ledviny, stfeva, plice, imatinib, sorafenib, verapamil, cimetidin,

mozek, kosterni svaly, cytarabin, lamivudin, mitoxantron,
Hlacee ) acyklovir, ganciklovir, tamoxifen,

verapamil, oxaliplatina ketokonazol,

itrakonazol, paklitaxel
0CT2 Ledviny metformin,amantadin, Cimetidin, chinidin,
(SLC22A2) (mozek, plice, tenké memantin, vareniklin, verapamil
stfevo, placenta) pindolol, dofetilid,
cisplatina

Tabulka 2: Prehled lokalizace, substratit a inhibitorii OCT transportérii. Adaptovano z:
(Lozano et al. 2013, Feng et al. 2016)

Vyskyt OCT1 transportéru byl zaznamenan v riznych typech nadorovych tkani,
napiiklad u lymfomu ¢i chronické myeloidni leukémie, kde se predpoklada, ze by to
mohlo zvysit citlivost téchto tkani vii¢i protinddorovym 1é¢iviim. Mezi substraty OCT1
patii napiiklad imatinib a oxaliplatina. PfedevSim vstup imatinibu do bunék chronické
myeloidni leukémie je asociovan s expresi OCT]1 transportéru ve tkani (Sutherland et al.
2020). Snizena exprese tohoto transportéru nebo ztrata jeho funkcnosti je spojovana se
snizenou odpovédi na 1é€bu imatinibem a niz§im procentem celkového preziti u pacienti
trpicich chronickou myeloidni leukémii. Oproti tomu u pacienti, kteti vykazovali dobrou
odpovéd’ na 1é¢bu byla prokazéna zvysend exprese OCT1 na urovni mRNA. Vliv OCT1
v terapii chronické myeloidni leukémie imatinibem je nicméné stale predmétem diskuze

(Brosseau et al. 2019).

3.2.2 Charakteristika OCT1 a OCT2

Hlavni funkci OCT transportért je pfenos malych hydrofilnich latek, které nesou
za fyziologického pH kladny naboj, pfes bunéénou membranu. Tento pienos Siroké Skaly
kladné nabitych latek je zprostfedkovan pomoci pasivni facilitované difize podle jejich
elektrochemickych gradient, je nezdvisly na pH a sodnych iontech a vzdy je
elektrogenni. Hlavni hnaci silou, ktera urcuje smér transportu je elektrochemicky gradient
transportovaného kationu, typicky je to negativni membranovy potencial uvniti buiky
(Klaassen et al. 2010). V ledvinach spolupracuji s MATE (multidrug and toxin extrusion)

transportéry k zajiSténi transepitealniho transportu organickych kationti. V lidském téle
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rozezndvame OCT1, OCT2 a OCT3 transportéry. OCT1 a OCT2 jsou si strukturné velmi
podobné, jelikoz sdili ze 70 % shodnou sekvenci proteinii (aminokyselin) (Nies et al.

2011, Roth et al. 2012, Veiga-Matos et al. 2020).

Struktura OCT transportéru sestava z 543 az 557 aminokyselin. Pfedpoklada se, ze
obsahuji 12 transmembranovych domén slozenych z aminokyselinového pocatku v buiice
a zakoncenych karboxylovym koncem (Obrazek 7). Velka extraceluldrni smycka mezi
prvni a druhou transmembranovou doménou obsahuje N-glykosylacni mista a velka
intracelularni smycka mezi Sestou a sedmou transmembranovou doménou obsahuje

nékolik zdanlivych fosforyla¢nich mist (Roth et al. 2012).

EXTRACELLULAR

INTRACELLULAR

Obrazek 7: Struktura OCT transportéru. Prevzato z: (Dresser, M. et al., 1999)

SLC22A1 gen kéduje expresi OCT1 transportéru, ktery se v nejveétsi mife vyskytuje
v hepatocytech. Tam je lokalizovan v bazolateralni membrané jaternich bunék (Obrazek
8). OCT1 nezajistuje pouze transport kationickych 1é€iv a endogennich latek z jaternich
sinusoid do hepatocytdl, ale také uvolfluje organické kationty v opaéném sméru,
z hepatocytl ven (Zhou et al. 2021). Zaroveii je v mensi mife exprimovan i v ledvinach,
tenkém a tlustém sttevu, plicich, mozku, srdci, kosternim svalstvu a placenté (Nies et al.
2011). OCT1 napftiklad z ¢asti reguluje sekreci a absorpci organickych kationtd v tenkém
stievu, v apikalni membrané proximalnich a distalnich tubult ledvin napoméhé tubulérni
reabsorpci latek (napf. metforminu), a dale zajiStuje absorpci urcitych 1é¢iv v plicich.
Kromé toho se také ptedpokladda, ze je zodpovédny za zprostiedkovani transportu
organickych kationtd pfes hematoencefalickou bariéru a pienos antivirotik do bunék

imunitniho systému (Roth et al. 2012, Zhou et al. 2021).
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OCT2 se vyskytuje ptrevazné v bazolateralni membrané ledvinnych bunék
proximalnich kanalkti (Obrazek 8), kde sehravd prvni krok v ledvinné sekreci
organickych kationtii diky pfesunu téchto latek ptes bazolaterdlni membranu. Exprese
OCT?2 je kdédovana genem SLC2242. V mensi mife je lokalizovéan 1 v mozku, plicich,

tenkém sttevu, brzliku, placenté a vnitinim uchu (Nies et al. 2011, Roth et al. 2012).

a Intestinal epithelia b Hepatocytes OAT2  OATPIBI OATP2BI
17
Blood Intestine
OATP
ocT PEPTI MRP3
ASET R4
OSTa MRP6
—O5Tp MCT1
MRP2
MRP3 BCRP
P-gp
MRP2 MATEI]
|
¢ Kidney proximal tubules d Blood-brain barrier
Blood Urine Brain Basolateral
OAT4
OATP4CT URATI Brain capillary endothelial cells
OCT2 PEPTI, PEPT2 BCRP MRPS
P-gp MRP4
OATI MRP2, MRP4

OAT2 MATE], MATE2-K Blood

P-gp OATPIA2
OCTNI, OCTN2 Ol

Apical/luminal

OAT3

Obrazek 8: Piehled vyskytu transportérii v jednotlivych tkanich. Prevzato z: (International
Transporter Consortium et al. 2010).

Mezi substraty OCT transportérii se fadi velka skupina strukturné odlisSnych
organickych kationli, jak endogennich, tak exogennich. Z endogennich sloucenin
transportuji OCT transportéry naptiklad katecholaminy, neurotransmitery, kreatinin a
cholin. Okolo 40 % predepisovanych 1éCiv tvofi organické kationty, mnohé z nich jsou
také substraty ¢i inhibitory OCT transportérii (Koepsell 2020). Z 1&€iv se mezi substraty
fadi naptiklad slouceniny platiny, H»-blokator cimetidin, antivirotika aciklovir,
ganciklovir a lamivudin, z antidiabetik metformin, antiarytmikum chinidin, a jiné (Nies

etal. 2011, Roth et al. 2012).
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3.2.3 Membranové transportéry a vznik lIékovych interakci

Se starnutim populace a nariistajicim trendem polyfarmakoterapie se zvySuje i
riziko vzniku I€kovych interakci, které mohou vést ke zvyseni nezadoucich ucinkii nebo
v né¢kterych piipadech ke ztrat€¢ ucinku terapie. Inhibice metabolismu lé¢iva nebo
které¢ je substratem danych mechanismi, zatimco indukce zvysi metabolismus ¢i
eliminaci l1é¢iva vedouci ke snizeni koncentraci 1€Civa jako substratu. Soucasné studie
ukazuji, ze transportéry jako napiiklad P-glykoprotein, BCRP, OAT ¢i OCT transportéry
stoji za vznikem klinicky relevantnich lékovych interakci (Tornio et al. 2019).

Interakce ABC transportért v popfedi s P-glykoproteinem (ABCBI1) jsou
extenzivné sledovany za cilem objasnit, u kterych 1é¢iv miize dochéazet ke klinicky
relevantnim lékovym interakcim zprosttedkovanym pomoci membranovych transportérii
(International Transporter Consortium et al. 2010). V posledni dobé se prokazuje
dilezitost 1 OCT1 a OATP2BI1 pfi vzniku lékovych interakci na Urovni jaterniho a
sttevniho vychytavani 1é¢iv, ukazujici, Ze by tyto transportéry také mély byt zvazovany
(Tornio et al. 2019). U OCT transportéri se jedna hlavné o interakce na urovni jaterni
exkrece zprostiedkované OCT]1 transportéry a na urovni ledvinné exkrece u OCT2
(Samodelov et al. 2020).

Mezi klinicky relevantni interakce na OCT1 se fadi naptiklad ovlivnéni jaterni
exkrece metforminu verapamilem, ktery dany transportér inhibuje. Mezi substraty OCT1
se dale fadi naptiklad fenoterol, sumatriptan, tramadol, tropisetron, ondansetron a morfin.
Na urovni ledvinné exkrece jsou zaznamenany interakce mezi cimetidinem, vystupujicim
jako inhibitor OCT2, a metforminem, ranitidinem, vareniklinem, dofetilidem a
pindololem, které jsou substraty. Bylo také pozorovano ovlivnéni ledvinné exkrece
metforminu trimetoprimem. Dale mezi substraty OCT2 patii protinddorova léciva
cisplatina a oxaliplatina (International Transporter Consortium et al. 2010, Muller et al.
2011, Zamek-Gliszczynski et al. 2018, Gessner et al. 2019).

Za posledni roky bylo prokdzano, Ze transportéry mohou ovlivnit dispozici 1é¢iv a
vést ke vzniku Iékovych interakci vyskytujicich se u mnoha nové schvalenych molekul.
Na zakladé toho publikovalo International Transporter Consortium doporuceni (White
paper), ve kterych zdlraziuje dulezitost zhodnoceni klinicky nejvyznamnéjSich
transportérti in vitro a in vivo, jako je napiiklad P-glykoprotein, BCRP, organic anion

transporter 1 (OAT1), organic anion transporter 3 (OAT3), organic cation transporter 2
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(OCT2) a organic anion transporting polypeptide 1B1 (OATP1B1), kvuli klinicky
relevantnim dasledktim a vzniku 1ékovych interakci. Nasledn¢ FDA a Evropska 1ékova
agentura publikovali doporuceni zahrnout interakce zprosttedkované transportéry jako
¢ast evaluace 1ékovych interakci in vitro pro farmaceuticky pramysl, tyto doporuceni poté
periodicky reviduje v zdvislosti na pokroku ve vyzkumu (EMA 2012, FDA 2020). Na
tomto podklad¢€ je ovlivnéni 1€kovych transportéri testovano uz v preklinickém vyvoji
1éCiv, coz poskytuje cenné informace o substratech a inhibitorech riznych
membranovych transportérti (Tornio et al. 2019). Pribézné upiesiiovani potencialnich
1ékovych interakci vznikajicich na bazi membranovych ptfenasect je stale velmi aktudlni

a nabyva na relevanci.
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4. HYPOTEZA A CIL PRACE

Béhem predchoziho testovani gilteritinibu jako mozného inhibitoru efluxnich
transportérti byl zaznamenan pokles akumulace daunorubicinu u leukemické bunécné
linte HL-60 po inkubaci s gilteritinibem (Obrazek 9). Mechanismus tohoto
neocekavaného jevu nebyl objasnén, avSak vyslednd data naznacuji moznou interakci
mezi obéma 1é¢ivy. Na zaklad¢ literarni reSerSe jsme se rozhodli ovéfit moznost vzniku
zminované interakce na urovni OCT transportérti. Ovérent této potencialni interakce mezi
gilteritinibem a daunorubicinem je dulezit¢é nejenom na urovni celotélové
farmakokinetiky, ale také na trovni nadorovych buné€k, vzhledem k indikaci a pouziti

obou 1é¢iv v terapii AML.

1.57

1.0 — L

Relative daunorubicin accumulation

Obrazek 9: Akumulace daunorubicinu u HL-60 leukemické bunécné linie. V grafu na obrdzku
si lze vsimnout klesajici akumulace daunorubicinu v HL-60 bunécné linii pri pouZiti
koncentracni Fady gilteritinibu.

Konkrétnim cilem této prace bylo vyhodnotit interakéni potencial gilteritinibu
s OCT1 a OCT2 membranovymi transportéry za vyuziti modelovych bunéénych linii.

Zaméfili jsme se na dva dil¢i cile:

A) Otestovat mozny vliv gilteritinibu na akumulaci daunorubicinu a mitoxantronu
prostfednictvim inhibice OCT1 a OCT?2 transportéri pomoci akumulacni studie na

MDCKII bunéénych liniich.
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B) Zjistit, zda gilteritinib je substraitem OCTI1 a OCT2 transportéri pomoci
transportni studie vyhodnocujici bazolateralné-apikalni transportu gilteritinibu pies
monovrstvu MDCKII-OCT1 a MDCKII-OCT2 bun¢k v porovnani v MDCKII

kontrolni bunéénou linii.
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5. EXPERIMENTALNI CAST

5.1 MATERIAL

5.1.1 Buné¢né linie (a jejich kultivace)

V experimentech byly vyuzity Madin-Darby canine kidney II (MDCKII) bunécné
linie, jak kontrolni, které byly transfekovany prazdnym vektorem, tak bun&cné linie
transfekované s OCT1, OCT2 transportéry. Bunky byly ziskany od prof. Martina Fromma
z Institute of Clinical and Experimental Pharmacology and Toxicology v Erlangenu

(Némecko).

Ke kultivaci vS§ech MDCKII bunéénych linii bylo pouzito kultivaéni médium
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) s vysokym obsahem glukézy a L-
glutaminu s ptidavkem 10 % FBS. Kultivace probihala pti 37°C v atmosféie 5% CO». Pti

dosazeni konfluence 80 - 90% byly bunécné linie pravideln¢ pasdzovany.

Standardni postup pasdzovani zahrnoval odsati média z kultivacni lahve, poté
oplachnuti bunécnych linii pomoci fostfatového pufru (PBS) predehiatého na teplotu 37°C
anaslednou inkubaci s trypsinem pii 37°C/5% CO2 do uvolnéni bunék ode dna kultivaéni
lahve. Po uvolnéni byly bunky rozsuspendovany v Cerstvém médiu (taktéz predem
pfedehiatém na 37 °C) a preneseny vpoméru 1:20 do nové kultivaéni ldhve

s predpfipravenym ¢istym médiem v potfebném objemu.

5.1.2 Roztoky, Cinidla, média

e Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM), Sigma Aldrich (St. Louis, MO,
USA)

e FBS, Diagnovum (Ebsdorfergrund, Germany)

e Opti-MEM® médium, Gibco BRL Life Technologies (Rokcville, MD, USA)
e Trypsin, Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)

e Gilteritinib, MedChemExpress (Monmouth Junction, NJ, USA)

e Mitoxantron, Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)

e Daunorubicin, Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)

e Fosfatovy pufr (PBS), Lonza (Walkersville, MD, USA)

e Verapamil, Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
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e FITC-dextran, Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)

5.1.3 Pomiicky a pristroje

o Inkubator SANYO MCO-18AC (UV), (Honmachi, Coriguchi City, Osaka)

e Inverzni opticky mikroskop Optika XDS-2 (Poteranica, BG, Italie)

e Laminarni box Jouan (Saint-Herblain, Francie)

e Spektralni analyzator SONY SA3800 (SONY Biotechnnology, San Jose, CA,
USA)

5.2 Akumulace daunorubicinu a mitoxantronu v MDCKII-
OCT1/0CT2/kontrolnich bunéénych liniich

5.2.1 Princip metody

Pro tento experiment byla pouzita metoda porovnavajici miru akumulace
daunorubicinu nebo mitoxantronu uvniti MDCKII-OCT1 a MDCKII-OCT2 buné¢k,
jednotlivé transfekovanych OCT1 nebo OCT2 transportéry, oproti MDCKII kontrolni
bunécné linii, ktera dané transportéry neexprimuje. Tato metoda zaroven umoznuje
sledovat zmény v transportu danych 1é¢iv do bunky a jejich nasledné akumulaci ptiddnim

inhibitort OCT1 a OCT2 transportér.

Substraty OCT1 a OCT?2 ptechézi ptes transportér dovnitt bunky, kde se akumuluji
(Obrazek 10). Daunorubicin a mitoxantron jsou fluorescencnimi latkami, takze je
nasledné mozné pii urcité vinové délce charakteristické pro dané 1é€ivo pomoci
prutokového cytometru zméfit pomoci vyzafované fluorescence mnozstvi proslého 1éciva
do buiiky. Mira akumulace daunorubicinu je méfena pomoci excitace modrym laserem o

vlnové délce 488 nm, pro mitoxantron byl pouzit Cerveny laser o vinové délce 638 nm.
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Obrazek 10: Transport léciv daunorubicinu/mitoxantronu pires OCTI a OCT2 uptake
transportéry do buiiky a jejich nasledna akumulace v MDCKII burfikdch. U kontrolni
linie MDCKII bunek dochazi k transportu pouze pomoci pasivni difiize.

Gilteritinib jako potencialni inhibitor OCT1 a OCT2 influxnich transportéri je
v experimentu pouzivan v riznych koncentracich (0,1 pM — 10 uM). Se vzrlstajici
koncentraci gilteritinibu by se méla zvySovat jeho schopnost inhibovat OCT1 a OCT2
transportéry, tudiz by mélo dojit ke snizovani mnozstvi daunorubicinu ¢i mitoxantronu
prochazejiciho do bunky. Pfi maximalni inhibici danych transportérti by mélo dojit ke
snizeni mnozstvi daunorubicinu ¢i mitoxantronu v bunce (idealn€¢) az na uroven
srovnatelnou s kontrolnimi buitkami (Obréazek 11). Pro mechanismus G¢inku obou 1é¢iv
je prestup 1é¢iv do vnitra buiniky esencialni. Z tohoto hlediska by piipadnd schopnost
gilteritinibu inhibovat vstup daunorubicinu ¢i mitoxantronu do bunék zprostiedkovany
OCT]1 ptipadné¢ OCT?2 transportéry mohla ovlivnit jejich G€inky. Jako vzorovy inhibitor

OCT1 a OCT?2 transportér je zde pro porovnani vyuZzivan verapamil.

+INH. +INH. +INH.

MDCKH-OCT1 ® |mpcki-oct2 @ | MDCKII-VK

Obrazek 11: Inhibovany uptake lé¢iva do buné€k mediovany pies MDCKII-OCT1 a MDCKII-
OCT?2 transportér. U kontrolni linie MDCKII bunék k prestupu 1é¢iva do buiky dochazi pouze
pasivni difazi. Pii inhibici MDCKII-OCT1 a MDCKII-OCT?2 transportérti pomoci inhibitoru
dochazi ke snizovani prostupu daunorubicinu/mitoxantronu do bunky. Se zvysujici se
koncentraci inhibitoru tmérné klesa mnozstvi prostoupeného 1é¢iva.
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5.2.2 Postup

Bunky byly pocitany v suspenzi o objemu 10 ul pomoci Biirkerovy komurky a
nasledné nasazeny na 12 ti jamkovou kultiva¢ni desticku v poctu 150 000 bun€k na jamku
v 1,5 ml DMEM kultivaéniho média obohacen¢ho o 10% FBS. Poté byly 24 hodin
kultivovany pti 37 °C/ 5 % CO2 do 90 % konfluence. Pfed zac¢atkem experimentu byl
nariist bunék zkontrolovan pod svételnym mikroskopem. Poté jsem pomoci postupného
fedéni pfipravila koncentracni fadu ndmi testovaného 1éciva gilteritinibu v Opti-MEM.
Kone¢né koncentrace gilteritinibu v Opti-MEM byly 0,1 uM, 1 uM, 5 uM a 10 uM.
Nasledn¢ byly piipraveny roztoky daunorubicinu a mitoxantronu, oba o koncentraci 250
uM, zde jako potencialni substraty danych transportéri. Déle byl nafedén roztok

modelového inhibitoru verapamilu na kone¢nou koncentraci 50 pM.

Po ptipraveni veskerych roztokii potiebnych pro experiment bylo z jamek opatrné
odsato médium, aby nedoslo k poruseni vrstvy bunék, a nésledné byly bunky oplachnuty
pomoci piedehiatétho PBS (500 ul). Po odsati PBS byly do jednotlivych jamek
napipetovany ptislusné roztoky. Prvni jamka slouzila pro kontrolu pozadi (background)
a bylo do ni napipetovano pouze 500 pl cistého roztoku Opti-MEM. Do jamek pro
negativni kontrolu v duplikatu byl napipetovan taktéz Cisty Opti-MEM v objemu 500 pl.
Do jamky pro modelovy inhibitor byl napipetovan 50uM roztok verapamilu v Opti-MEM
a do zbylych 8 jamek byla napipetovana koncentra¢ni fada gilteritinibu v Opti-MEM od
nejnizsi koncentrace po nejvyssi, v duplikatech v jamkéch pod sebou (viz. Tabulka 1).

Buiiky se nasledné nechaly po dobu 15 minut inkubovat pii 37°C/5% COx.

Poté jsem do kazdé jamky kromé jamky urcené pro kontrolu pozadi (background)
pfidala 2 pl roztoku daunorubicinu nebo mitoxantronu a néasledné nechala 1 hodinu
inkubovat pti 37°C/5% COs. Findlni koncentrace daunorubicinu i mitoxantronu byly 1

uM.

Po 60 minutach inkubace byla kultiva¢ni desticka pfesunuta na led, aby se zabranilo
nezadoucimu aktivnimu transportu po uplynuti inkuba¢ni doby. Bunky byly dvakrat
oplachnuty 500 pl studeného PBS. Po odséati PBS jsem do kazdé jamky ptidala 50 pl
ledového trypsinu pro uvolnéni bunék od dna jamky. Nasledné¢ jsem builky
rozsuspendovala ve 450 pul PBS s2 % FBS a ptenesla do zkumavek pro meéfeni
pritokovym cytometrem. Jako prvni byla prométena kontrola pozadi (background) a jeji

hodnota byla v zavéru odectena od ostatnich, aby nezkreslovala naméfené vysledky.
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5.3 Transport gilteritinibu pres monovrstvu MDCKII
bunéc¢nych linii s inhibitorem a bez inhibitoru

5.3.1 Princip metody

V tomto experimentu je gilteritinib zkouman jako 1é¢ivo s moznou substratovou
afinitou k transportérim OCT1 a OCT2. Princip metody spociva ve schopnosti
transportérii umoznovat prestup gilteritinibu pfes monovrstvu MDCKII bunék a zaroveinl
ve sledovani, jak tento transport je ovlivnén pfidanim inhibitora jednotlivych transportért
(Obrazek 12). Nasazena monovrstva MDCKII bun¢k od sebe oddéluje apikalni a bazalni
kompartment. V tomto experimentu je sledovdn piestup z bazolaterdlniho (zde
donorového) kompartmentu do apikalniho (akceptorového). Pokud by gilteritinib
vykazoval substratovou afinitu k nékterému z uvedenych transportért, tak by po jeho
aplikaci do bazolateralniho kompartmentu mélo zacit dochazet k vétSimu prestupu 1éCiva
v bazolateralné-apikalnim smeéru (B-A) oproti kontrolnim buikam. I tam lze vSak
ocekavat ¢astecny prestup, nebot’ gilteritinib prechédzi ptes bunééné membrany i pomoci

pasivni difuze.

\ MDCKIl - OCT1/ MDCKII-OCT2 } \  MDCKIl - VK f
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°
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Obrazek 12: Bazolaterdlné-apikalni transport gilteritinibu pies monovrstvu MDCKII bunék.
Vpravo na obrdzku je zndzornen B-A transport gilteritinibu pies monovrstvu MDCKII
kontrolnich bunék. Transport probiha pouze pasivni difuzi. Vlevo na obrazku je vykreslen
transport gilteritinibu se substratovou afinitou k transportéru (OCT, OCT2), ktery
umoznuje jeho mohutnéjsi prenos z bazolaterdlniho do apikalniho kompartmentu. Urcitou
Cast prenosu tvori taktéz pasivni difiize.

Po pfidani inhibitoru (verapamil) by mélo dojit ke sniZeni schopnosti transportéru
mediovat pfenos 1éCiva pfes monovrstvu bunck (ve sméru B-A). Transport gilteritinibu
pfes monovrstvu bun€k by tak mél klesnout na troven, rovnou transportu 1éCiva pies
monovrstvu kontrolnich bun¢k (Obrazek 13). Mnozstvi transportovaného 1éciva bez

pouziti inhibitoru a s jeho pouzitim bude nasledn¢ zméteno pomoci HPLC.
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Obrazek 13: Inhibice transportu gilteritinibu pies monovrstvu MDCKII bunék. V B-A sméru
dochazi pouze k minimalnimu transportu testovaného léciva, a to pouze pasivni difiizi,
jelikoz aktivita transportérii je utlumena inhibitory (ritonavir/verapamil).

5.3.2 Postup

Burnky jsem spocitala pomoci Biirkerovy komtrky a poté byly nasazeny na inserty
Transwell 3402 v poctu 500 000 bun€k na insert s pridanim 500 pl kultiva¢niho média.
Pod kazdy insert bylo nasledné pfidano 1,5 ml kultivacniho média. V tomto experimentu
byly vyuzity jak kontrolni MDCKII bunky, tak MDCKII bunétné linie exprimujici
OCT1, OCT2 transportéry. Po dvou dnech bylo vyménéno kultivaéni médium ve stejnych
objemech pro oba kompartmenty (0,5 ml pro apikalni a 1,5 ml pro bazalni kompartment)
a nasledn¢ se buiiky nechaly dalSich 24 hodin kultivovat v inkubatoru pti 37°C/5% CO>

pro nartist do plné konfluence.

Po dosazeni plné konfluence bun€k na insertech jsem si ¢tvrty den experimentu
pripravila preinkubacni a inkubaéni roztoky. Preinkubacéni roztoky byly pfipraveny
nafedénim roztokli modelového inhibitoru verapamilu v Opti-MEM. Konecna
koncentrace preinkubacniho roztoku verapamilu byla 50 pM. Jako preinkubacni roztok
bez inhibitord byl pouZit Cisty Opti-MEM. Inkubacni roztoky s inhibitorem byly o stejné
kone¢né koncentraci (na piipravu jsem pouzila polovicni mnoZzstvi uvedené vyse,
jelikoz inkubacni roztoky budou piidany pouze do apikdlniho kompartmentu). Do
preinkubacnich 1 inkubacnich roztokti byl pfidan roztok gilteritinibu na konecnou
koncentraci 500 nM, coz koresponduje s maximalni dosazitelnou plazmatickou

koncentraci gilteritinibu.

Po pfipraveni roztokid bylo z obou kompartmentii opatrné odsato médium a bunky

byly z obou stran oplachnuty 750 pl PBS ptredehtatého na 37 °C. Po odsati PBS bylo do
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obou kompartmentil jednotlivé napipetovano 750 pl preinkubacnich roztokli. Na inserty
uréené pouze pro sledovani transportu léCiva pies membranu bez inhibitoru byl
napipetovan jako preinkubacni roztok ¢isty Opti-MEM. Na jednotlivé inserty urcené pro
inhibovany transport byly napipetovany preinkubacni roztoky s verapamilem, takté¢z vzdy
v objemu 750 pl do obou kompartmenti. Nasledn€ jsem nechala buniky s preinkubac¢nimi
roztoky inkubovat pii 37°C/ 5% CO: po dobu 10 minut. Po uplynuti inkuba¢ni doby byly
z bazalniho (donorového) kompartmentu jednotlivé odsaty preinkubacni roztoky a
vyménény za roztoky inkubaéni o objemu 750 ul. V apikalnim kompartmentu

(akceptorovém) byly ponechany preinkubacni roztoky.

Takto se nechaly bunky inkubovat pti 37°C/5% CO; a v intervalech 30, 60 a 120
minut bylo z apikalniho kompartmentu odebirano 50 pl roztoku. K tomu bylo nasledné
pfiddno 50 pl vnitiniho standardu (latka FLX-925) a pfipravené roztoky byly nasledné

proméfeny pomoci HPLC.

Pro otestovani neporusenosti monovrstvy byla na zavér provedena zkouska pomoci
fluorescencniho dextranu, kdy byl dextran po nafedéni napipetovan do apikdlniho
kompartmentu v objemu 750 pl do ptislusnych jamek a desti¢ka byla ponechéana 1 hodinu
(v —=80°C) inkubovat. Po uplynuti jedné hodiny byly fluorescence vzorkt z bazalniho
kompartmentu prométeny pomoci spektrofotometru s pouzitim excita¢ni vlnové délky

485 nm a emisni vlnové délky 535 nm.
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5.4 Statisticka analyza

Vysledky jednotlivych méfeni obou experimenti byly vyhodnoceny pomoci
programu GraphPad Prism Verze 9.0.1. K urceni statistické vyznamnosti vyslednych
hodnot byla pouzita metoda one-way ANOVA s hladinami vyznamnosti p < 0,05 (*), p
<0,01 (**), p<0,001 (***).
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6. VYSLEDKY

6.1 Akumulace daunorubicinu a mitoxantronu v MDCKII-
OCT1/0CT2/kontrolnich bunéénych liniich

Cilem této metody bylo potvrdit ¢i vyvratit, zda je méftitelny rozdil v akumulaci
daunorubicinu a mitoxantronu mezi MDCKII-kontrolnimi buiitkami neexprimujicimi
zadné transportéry a MDCKII buiikami exprimujicimi OCT1 nebo OCT?2 transportéry a
zda gilteritinib, jako testované 1é¢ivo, méa schopnost tyto transportéry inhibovat. Jako
1é¢iva se substratovou afinitou k danym transportérim byly vyuzity vySe zminéna 1é¢iva
daunorubicin a mitoxantron. K vyhodnoceni experimentu byly pouZity vysledky méteni
z prutokového cytometru, které umoznily sledovat mnozstvi substratli (daunorubicin,
mitoxantron), akumulujicich se v buiikdch v zavislosti na zvySujici se koncentraci
gilteritinibu, zde povaZzovaného jako mozny inhibitor. Pro mozné porovnani byly rovnéz
pouzity vysledky experimentu na kontrolnich bunkdach, které zddné z danych transportérii

neexprimuji.

Nejprve byla méfeni provedena na MDCKII-OCT1 bunééné linii a gilteritinib byl
otestovan jako mozny inhibitor transportéru OCT1. V grafu na obrazku 14 Ize vidét, ze u
mitoxantronu, jakoZto substratu OCTI1 transportéru, nedoslo ke sniZzeni akumulace
v bunikach vlivem zvysujici se koncentrace gilteritinibu. V tomto piipad¢ tedy nebylo
potvrzeno, ze by gilteritinib mél schopnost ovlivnit transport mitoxantronu
zprostiedkovany pomoci OCT]1 transportéru. Oproti tomu z vysledki méfeni (Obrazek
14) pfi pouziti daunorubicinu jako substratu vyplyva, Ze nejenom, Ze lze vidét vyrazny
rozdil mezi akumulaci 1é¢iva v MDCKII-kontrolnich buiikdich a MDCKII-OCT1 bunééné
linii, ale zaroven je z obrazku patrné, Ze gilteritinib ma schopnost inhibovat transport
daunorubicinu mediovany skrz OCT1 transportér a se zvySovanim jeho koncentrace
dochazi k ubytku mnoZzstvi daunorubicinu, které se akumuluje uvniti buniky. Na obrazku
14 je vidét, Zze pii pouziti 10 pM roztoku gilteritinibu doslo k poklesu akumulace
daunorubicinu v bufice téméf na uroven akumulace daunorubicinu v kontrolnich
bunikach, které OCT]1 transportéry neexprimuji (relativni akumulace daunorubicinu u
MDCKII-OCT1 byla 54,5%, zatimco u MDCKII-VK dosahovala 53,0%). Z toho
vyplyva, Ze pii pouziti gilteritinibu a daunorubicinu by mohlo dochézet k interakci
danych dvou 1éc¢iv, ktera by vedla ke snizeni mnozstvi daunorubicinu prostupujiciho do

buiiky. Vzhledem k tomu, Ze mechanismus U¢inku daunorubicinu se odehrdva uvnitf
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jadra bunky interkalaci do DNA, znepfistupnéni prostupu lé¢iva dovnitt by znamenalo

jeho neucinnost.
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Obrazek 14: Inhibice OCTI transportéru gilteritinibem u MDCKII bunéénych linii. Na obrazku
jsou vyobrazeny grafy relativni akumulace substratii OCTI transportéru (nalevo
mitoxantron, napravo daunorubicin) v zavislosti na zvysujici se koncentraci gilteritinibu
(GIL). V grafu znazornujici mnozstvi akumulovaného mitoxantronu lze videt, Ze nedochazi
ke zménam akumulace léciva wuvnitir bunky v zavislosti na stoupajici koncentraci
gilteritinibu. Oproti tomu v grafu napravo je videt, ze dochdazi ke umernému snizovani
mnozstvi daunorubicinu akumulovaného v burice v zavislosti na koncentraci gilteritinibu.
Pro porovnani je v grafu vyobrazena i akumulace daunorubicinu v MDCKII kontrolnich
bunkach (VK) bez daného transportéru. Zvysledkii meéreni vyplyva, zZe akumulace
daunorubicinu v MDCKII-OCTI1 buiikach je témér srovnatelna s akumulaci v kontrolnich
bunkach. Data vychazi ze 3 na sobé nezavislych pokusu, statisticka analyza probéhla
pomoci one-way ANOVA, p < 0,01 (**), p < 0,001 (**%).

Dale jsme otestovali pomoci kontrolni linie MDCKII bunék, zda u ni ke sniZeni
akumulace daunorubicinu v pfitomnosti gilteritinibu nedochazi. Pokud by ke zméné
akumulace dochézelo 1 zde, museli bychom pfedpokladat zapojeni jinych endogennich
transportérti nez OCT1. Z obrazku 15 vyplyva, ze nedochazi k signifikantnim zménam
akumulace daunorubicinu v kontrolnich buiikdch bez ohledu na pouzitou koncentraci
gilteritinibu, a tedy vysledky pozorované u MDCKII-OCT1 linie Ize pficitat prave
inhibici OCTT1.
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Obrazek 15: Akumulace daunorubicinu u MDCKII kontrolni bunécné linie (VK).

il

relativni akumulace daunorubicinu

Dale bylo méteni provedeno na MDCKII bunéénych liniich exprimujicich OCT2
transportéry. Z vysledki méteni znazornénych v grafech na obrazku 16 je zfejmé, Ze ani
v jednom z ptipadi, jak pfi pouziti mitoxantronu, tak pfi pouziti daunorubicinu nedoslo
k poklesu akumulace 1é¢iva v bunkach v zavislosti na zvySujici se koncentraci
gilteritinibu. 'V tomto piipadé gilteritinib neprokazal schopnost inhibovat transport

mitoxantronu ¢i daunorubicinu prostiednictvim OCT2 transportéru.
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Obrazek 16: Gilteritinibem inhibovany transport mitoxantronu/daunorubicinu pres

OCT?2 transportér u MDCKII bunécénych linii. Na obrazku jsou grafy zndzornujici
relativni akumulaci léciv v MDCKII buiikach v zavislosti na zvySujici se
koncentraci gilteritinibu (GIL). Z obou vyobrazenych grafii lze vycist, Ze ani u
Jjednoho z léciv nedochazi k poklesu akumulace mitoxantronu ¢i daunorubicinu v
bunkach v zavislosti na zvySovani koncentrace gilteritinibu. Z toho vyplyva, Ze
gilteritinib neprokazal schopnost inhibovat transport vyse zminénych léciv skrze
OCT?2 transportéry u MDCKII bunécnych linii. Data vychdzi ze 3 na sobé
nezavislych pokusii, statisticka analyza probéhla pomoci one-way ANOVA.

6.2 Transport gilteritinibu pres monovrstvu MDCKII
bunécnych linii s inhibitorem a bez inhibitoru

Cilem této metody bylo zjistit, v jaké mife se liSi mnoZstvi transportovaného
gilteritinibu pfes monovrstvu MDCKII kontrolnich bun¢k a MDCKII bun¢k exprimujici
OCT1, OCT?2 transportéry a zarovei jak je tento pfenos ovlivnén pouZitim inhibitoru,
ktery by sniZil schopnost transportéru mediovat pienos 1é€iva. V tomto experimentu byly
vyuzity MDCKII bunééné linie exprimujici OCT1 nebo OCT2 transportéry a zaroven
MDCKII kontrolni bunécna linie, ktera zddné z danych transportérii neexprimuje.

Sledovan byl transport gilteritinibu z bazalniho do apikalniho kompartmentu.

Jako prvni bylo meétfeni provedeno na MDCKII kontrolni bunécné linii.
Ve vyslednych hodnotach métfeni u kontrolni linie MDCKII bunék na obrazku 7 nelze
vidét vyrazné zmény v transportu 1éCiva, jelikoz neexprimuji Zadné ze zminénych
transportért. [ presto Ize z grafu vycist, ze pti pouziti inhibitoru je mnoZstvi prenesené¢ho
1é¢iva pies monovrstvu bun¢k mensi nez v ptipadé, kde Zadny inhibitor aplikovan nebyl.

To miZe byt zpisobeno jinymi endogennimi transportéry, které¢ kontrolni buiky mohou
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exprimovat. S ¢asem se mnozstvi transportovaného gilteritinibu, jak s pouZzitim inhibitoru

1 bez, zvysuje.

Nasledné byla otestovana MDCKII bunééna linie exprimujici OCT1 transportéry.
Na obrazku 17 znazornujicim graf transportu gilteritinibu pies monovrstvu MDCKII
bunék lze vidét, Ze s prodluzujicim se ¢asem stoupa mnozstvi transportovaného 1éciva u
neinhibovanych OCT1 transportérii, zatimco ptestup léciva pies OCT1 transportér

s pouzitim inhibitoru je vyrazné nizsi.
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Obrazek 17: Transport (B-A) gilteritinibu pies monovrstvu MDCKII bunék s OCTI
transportéry. Graf zndzornuje mnozstvi transportovaného gilteritinibu (%) v zavislosti na
case (30, 60 a 120 minut). Nejméné gilteritinibu (9,4 %) bylo transportovano u MDCKII-
OCTI bunécné linie za pouziti inhibitoru, transport byl dokonce nizsi nez u kontrolnich
MDCKII bunék. V grafu je videt rozdil v prestupu gilteritinibu pres monovrstvu MDCKII-
OCT1 ve 120 minuté bez pouziti inhibitoru a s nim (klesl z 17,6 % na 9,4 %). Tento rozdil
je také patrny u kontrolni linie MDCKII bunek, avsak v mnohem mensi mire.

Dale byla otestovana MDCKII-OCT2 bunéénd linie. Z vysledkii namétenych
hodnot vyobrazenych v grafu na obrazku 18 lze vycist, ze pribéh experimentu byl u
MDCKII-OCT2 bunécéné linie velmi obdobny jako u MDCKII-OCT1 bunék (viz.
Obrazek 17). Pii pouziti inhibitoru doslo ke snizeni transportu gilteritinibu pies
monovrstvu MDCKII-OCT2 bun¢k v bazolateralné-apikalnim sméru. Vysledné hodnoty
meéfeni byly taktéZ porovnany s vysledky naméfenymi u MDCKII kontrolni bunécné
linie. Z vysledkii vyplyva, Ze transport gilteritinibu pfes monovrstvu MDCKII bunék

mediovany pfes OCT2 transportér mize byt inhibovan pomoci verapamilu.
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Obrazek 18: Transport (B-A) gilteritinibu pies monovrstvu MDCKII bunék s OCT2
transportéry. Z grafu na obrazku je zifejmé, Ze pii pouZiti inhibitoru doslo ke snizeni
prenosu gilteritinibu pres OCT2 transportér. Transportované mnozstvi gilteritinibu pres
monovrstvu MDCKII bunék bylo 17,3 % bez inhibice OCT2 transportéru a vysledné
mnozstvi pri inhibici OCT2 kleslo na 9,0 %, tzn. doslo k poklesu transportu témeér na
polovinu.

Na zavér byla pro kontrolu integrity membrany provedena zkouska pomoci
fluorescencniho dextranu. Vysledné hodnoty fluorescence prokazaly, ze integrita
membrany nebyla nijak vyznamné poruSena, tudiz tim vysledky transportni studie

nebudou zkresleny.
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7. DISKUZE

Terapie AML cytotoxickymi chemoterapeutiky je povazovana za standard 1écby
uz vice nez pul stoleti. I pfesto, ze doslo k velkému pokroku ve snaze snizit imrtnost
spojenou s terapii v poslednich desetiletich, mira dlouhodobého pieziti u pacientt stale
stagnuje. Az odhaleni heterogenity AML vramci konkrétnich genetickych a
molekularnich odchylek vydlazdilo cestu pro vyvoj cilené protinddorové terapie, ktera
za¢ina ménit moznosti terapie AML. Nova léCiva, mezi kterd se fadi i ndmi zkoumany
gilteritinib, nabizi vice klinickych moznosti pro pacienty a zaroven vykazuji slibné

vysledky v dosazeni kompletni remise a dlouhodobého pteziti (Yu et al. 2020).

V soucasné dobé probihaji klinické studie s cilem vyhodnotit moznost kombinace
gilteritinibu s ostatnimi 1é¢ivy a rezimy v ramci standardni terapie (Yu et al. 2020).
Jednim z limitd kombinované terapie u protinddorovych 1é¢iv je moznost vzajemného
ovlivnéni jejich farmakokinetiky. Vzhledem k jejich Casto nizkému terapeutickému
indexu a toxicité, mize uz malé ovlivnéni farmakokinetickych parametri signifikantné
pozménit jejich u¢inek ¢i nezddouci ucinky (Scripture et al. 2006). Prvni naznaky o
dalezitosti transportérii v chemoterapii nadorovych onemocnéni vychazi ze studii
zaméfenych na zkoumani rezistence nadorovych bunck vici protinddorovym lé¢ivim.
Tyto studie odhaluji, Ze chemoterapeutika mohou indukovat expresi aktivnich
transportért, které zajist'uji eflux mnoha 1éCiv ven z buniky. Mezi tyto efluxni transportéry
se fadi naptiklad P-glykoprotein (ABCB1) a multidrug resistance protein 1 (MDRI1).
V dne$ni dobé je akceptovano, ze transportéry mohou determinovat rezistenci
nadorovych bunék vic¢i chemoterapii, ale také mohou zajistovat specifické vychytavani
protinadorovych 1é¢iv do bun€k a tim ovliviiovat uCinnost a vedlejsi ucinky terapie

(Hucke et al. 2016).

Pozornost musi byt vénovana i OCT transportérim, které umoziuji ptenos
endogennich organickych kationtl i 1é¢iv. Zejména je jim pak naptiklad pfipisovan vliv
na toxicitu v protinadorové terapii derivaty platiny a ovlivnéni Gi¢innosti terapie u nové
vyvinutych inhibitort tyrozin kindzy. Konkrétné je v této souvislosti diskutovan OCT1
transportér a jeho vliv na nitrobunécnou akumulaci, a tim 1 efekt imatinibu (Hucke and

Ciarimboli 2016).
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V névaznosti na vySe zminéné jsme se v této praci zaméfili na moznou interakcei
mezi 1é¢ivy pouzivanymi v rdmci konvenéni terapie AML (daunorubicin, mitoxantron) a

gilteritinibu z fad nov¢ schvalenych inhibitortt FLT3 tyrozinkinazového receptoru.

Experimenty k vyhodnoceni inhibi¢ni aktivity gilteritinibu byla provedeny na
MDCKII bunéénych liniich jednotlivé transfekovanych s OCT1 a OCT2 transportéry a
vzdy porovnany s MDCKII kontrolni linii. Naméfené vysledky prokézaly inhibi¢ni
aktivitu gilteritinibu vi¢i OCT1 transportéru, kdy tato inhibice zapficinila pokles
akumulace daunorubicinu v MDCKII-OCTT1 buiikach. Hodnota ICso u gilteritinibu byla
4,888 uM. Plazmatické koncentrace gilteritinibu pfi pouziti v terapii dosahuji 374
(£190) ng/ml, coz odpovida 0,333 puM — 1,02 pM (Dhillon 2019). Ztoho Ize
predpokladat, ze ke klinicky relevantnim interakcim na trovni OCT]1 transportu by mohlo
dochazet pti pouziti vysSich davek léciva a dosazeni vysSSich hladin plazmatické
koncentrace gilteritinibu, pfipadné pii kumulaci 1é¢iva ve tkanich. Udaje o moZné
potencidlni inhibici OCT1 v jatrech pfi klinicky relevantnich koncentracich gilteritinibu
poskytuje 1 SPC ptipravku Xospata (EMA 2021b). Vzhledem k tomu, ze ob¢ 1éCiva
(daunorubicin i gilteritinib), jsou ve velké mife metabolizovany v jatrech a podléhaji
jaterni exkreci, je tfeba ovéfit relevanci téchto in vivo zjisténi pii klinickém pouziti
(Dhillon 2019, James et al. 2020). Zaroven by inhibice OCT1 gilteritinibem mohla
ovlivnit hepatalni exkreci dalSich 1éCiv, které jsou substraty OCT1. Mezi né€ patii
naptiklad metformin, morfin, fenoterol, sumatriptan, tropisetron, ondansetron, tramadol
¢1 imatinib, u kterého je nicméné vliv OCT1 stile pfedmétem diskuze (Thomas et al.

2004, Nies et al. 2011, Zamek-Gliszczynski et al. 2018).

Daunorubicin se po poddni kumuluje v leukemickych buiikéch, kde jeho
koncentrace dosahuje vysSich hladin nez v plazmé (Paul et al. 1980). Jeho plazmaticky
polocas je 45 minut v inicialni fazi a 18,5 hodin v termindlni fazi. Po hodiné€ po aplikaci
daunorubicinu za¢ne v plazmé pievladat jeho metabolit daunorubicinol, jehoz terminalni
plazmaticky poloc¢as je 26,7 hodiny. Pfi pouziti liposomalni formy daunorubicinu
v kombinaci s cytarabinem je mozné dosdhnout prodlouzeni plazmatického polocasu
daunorubicinu v plazmé na 31,5 hodiny (EMA 2021a). Gilteritinib je podavan v soucasné
dobé samostatné v ramci zachranné terapie v davce 120 mg/den (Doubek 2020).
Ustalenych jeho plazmatickych hladin je dosazeno v horizontu 15 dni (EMA 2021b). Pii
tomto souCasném léCebném rezimu je spiSe nepravdépodobné, Ze by dochazelo ke

klinicky relevantnim farmakokinetickym interakcim gilteritinibu s daunorubicinem na
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OCT1 transportéru. Nicméné je tfeba na potencidlni ovlivnéni 1éCiv brat zretel

v kombinaéni 1é¢bé AML, u které v souCasnosti probihaji klinické studie.

V akumulaéni studii nebyla prokézana inhibicni aktivita gilteritinibu viaci OCT2
transportéru, respektive ovlivnéni transportu daunorubicinu u MDCKII-OCT2 nebylo
potvrzeno. U mitoxantronu nedoslo k ovlivnéni akumulace 1éCiva gilteritinibem v bunce

ani u jedné z MDCKII bunécnych linii exprimujicich OCT1 ¢i OCT2 transportéry.

Po potvrzeni inhibi¢ni aktivity gilteritinibu na OCT1 transportérech jsme se
rozhodli provést transportni studii k otestovani ptestupu gilteritinibu skrze monovrstvu
MDCKII buné¢k za cilem vyhodnotit gilteritinib jako mozny substrat OCT1 ¢i OCT2
transportérti. U obou bunécnych linii (MDCKII-OCT1 1 MDCKII-OCT?2) byl pozorovan
signifikantné vyS$i transport gilteritinibu u neinhibovanych OCT1 a OCT2 transportéra
oproti MDCKII kontrolni bunééné linii. Z toho jsme vyhodnotili gilteritinib jako substrat
OCT1 i1 OCT?2 transportért, coz muze vést k ovlivnéni farmakokinetickych parametri
gilteritinibu pfevazné na Urovni hepatdlni a rendlni exkrece, jelikoz je z velké casti
metabolizovan v jatrech a ¢aste¢né exkretovan v ledvinach (McMahon and Perl 2019,

James et al. 2020).

Na zaklad¢ substratové afinity gilteritinibu k OCT transportérim by mohlo
dochazet k vzijemnému ovlivnéni s jinymi soubéZzné podavanymi 1éCivy, které se fadi
mezi inhibitory nebo substraty OCT pienasect. Z inhibitorii se mize jednat naptiklad o
cimetidin ¢i cetirizin, ze substrati pak jiz vySe zminény metformin, dale dofetilid,
pindolol, cisplatina a oxaliplatina (Hucke and Ciarimboli 2016, Zamek-Gliszczynski et

al. 2018).

U transportni studie jsme zaznamenali pokles pienosu gilteritinibu u MDCKII
kontrolni linie pii1 pouziti inhibitoru oproti tomu, kdy Zadny inhibitor ptidan nebyl. To
muze byt zpisobeno piitomnosti jinych endogennich transportéri, které se mohou u této
bunééné linie vyskytovat, a které mohly jeho pienos ovlivnit. MDCK bunécna linie byla
ziskéna v roce 1958 z ledvinnych tkani dospélého kokrSpanéla. Z této parentni bunétné
linie byly izolovany a modifikovany dalsi, napt. MDCKI a MDCKII, u kterych se ale

mohou vyskytovat stale vlastni endogenni transportéry (Dukes et al. 2011).

Tyto poznatky naznacuji, Ze by mohlo pfi pouziti kombinace daunorubicinu a

gilteritinibu v ramci induk¢éni, pfipadn€¢ i konsolida¢ni terapie AML dochazet
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k interakcim na OCT]1 transportéru, poptipad¢ i ke snizeni akumulace daunorubicinu
v buiikdch, coz by mohlo zapfi€init snizeni G€inku terapie. Zaroven je dulezité brat
v ivahu interindividudlni rozdily v expresi OCT1 u pacienti s AML ve vztahu

k Gspésnosti terapie.
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8. ZAVER

Daunorubicin a mitoxantron jsou antracyklinova chemoterapeutika vyuzivana
v terapii AML jiz n€kolik desitek let. V posledni dob¢ se diky individualni karyotypizaci
pacienti s AML a odhaleni heterogenity onemocnéni dostavaji do terapie nova léCiva
cilené protinddorové terapie mezi které patii 1 gilteritinib inhibujici FLT3

tyrozinkindzovy receptor.

V této praci byl zkouman gilteritinib jako mozny inhibitor a substrat OCT1 a OCT2
transportérti a jeho mozna interakce s 1é¢ivy standardné vyuzivanymi v indukéni terapii
AML (daunorubicin, mitoxantron). K tomu byly vyuZity in vitro metody na MDCKII
bunécné linii zahrnujici akumula¢ni studii daunorubicinu v MDCKII bunkach pfi pouziti
koncentra¢ni fady gilteritinibu a studii transportu gilteritinibu skrze monovrstvu MDCKII

bunck exprimujicich OCT1 a OCT2 transportéry oproti kontrolni MDCKII bunééné linii.

Gilteritinib prokazal inhibi¢ni aktivitu viici OCT1 transportéru, ¢imz doslo ke snizeni
akumulace daunorubicinu v buiice. Zaroveil jsme v transportni studii prokazali, Ze
gilteritinib vystupuje 1 jako substrat OCT transportérli, a to jak OCTI1, tak OCT2

transportéru.

Na zakladé¢ vysledki této prace je mozné predpokladat mozné interakce gilteritinibu
jako inhibitoru u OCT]1 transportéru a substratu u OCT1 1 OCT?2 transportéru. Pro ovéteni
moznych klinickych dopadi téchto poznatkil je vSak zapotiebi provést dalsi studie a tyto

hypotézy otestovat in vivo.
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